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要旨 

成人期の疾患発症に胎生期の環境要因がエピゲノム変化を介して関与すると

の学説 Developmental Origins of Health and Disease（DOHaD）が国際的に注目さ

れている。必須微量元素である亜鉛が胎生期に欠乏することにより、出生後の

健康に影響をもたらすことから、亜鉛欠乏のエピジェネティックな影響につい

て検討した。細胞内亜鉛の動態に関与が知られているメタロチオネイン（MT）

焦点を当て解析した。その結果、胎生期低亜鉛環境により仔の MT2 プロモータ

ーでのエピゲノム変化、特にヒストンのアセチル化が亢進し、それが記憶とし

て成熟後まで残り、カドミウム曝露による MT2 誘導増強を引き起こすことが示

唆された。本研究の結果は、胎生期の微量元素欠乏がエピゲノム変化を引き起

す初めての事例である。 
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略語一覧 

AcH3 ; acetylated histone H3 

AcH3K9 ; acetylated histone H3 lysine 9 

AcH3K14 ; acethylated histone H3 lysine 14 

AcH4 ; acetylated histone H4 

AhR; aryl-hydrocarbon receptor 

ARE ; antioxidant responsive element 

BBN; N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) nitrosamine 

BDNF; brain-derived neurotrophic factor 

CBP ; CREB binding protein 

CYP1A1; cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 

DMBA; 7,12-Dimethylbenzo(a)anthracene 

DMEM ; dulbecco's modified eagle medium 

Dnmt ; DNA methyltransferase 

DOHaD ; developmental origins of health and diseases 

GRE ; glucocorticoid responsive element 

GR1 ; glucocorticoid Receptor 

HAT ; histone acetyl transferase 



HDAC ; histone deacetylase 

HMT ; histone methyl transferase 

HP1 ; Heterochromatin Protein 1 

H3K4me3 : tri-methylated histone H3 lysine 4 

IL6RE ; interleukin6 responsive element 

MBD ; methyl-CpG binding domain protein 

MeCP2 ; methyl CpG binding protein 2 

MT ; metallothionein 

MTF1 ; metal responsive element binding transcription factor 1 

MRE ; metal responsive element  

Nrf ; nuclear factor erythroid-derived 2-related factor 

PCAF ; p300/CBP-associated factor 

PDE4D4; phosphodiesterase type 4 variant 4 

Pdx1; pancreatic and duodenal homeobox 1. 

PPARα ; peroxisome proliferator-activated receptor 

PPIc ; protein phosphatase 1 catalytic subunit 

STAT ; signal transducers and activator of transcription 

Sp1 ; specificity protein 1 



TFIID ; transcription factor IID 

TSA ; trichostatinA 
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第 1 章 序論 

 

1.1. 胎児期と幼若期の低亜鉛環境と DOHaD との関連性 

 亜鉛（Zn）は、元素番号 30 の金属元素であり筋肉、血液、肝、骨など体内

の多くの臓器に幅広く分布する 1。亜鉛を活性中心に含む酵素は約 300 種類知

られており 2,3、種々の生理機能に重要な役割を果たしている。亜鉛が欠乏する

と免疫機能低下、発育障害、脱毛症、味覚障害、湿疹・皮膚疾患、貧血、性腺

機能低下などの症状が現れる 2。また、妊娠期の亜鉛欠乏は合併症や分娩異常

の発生率、ならび低体重児の出生率を高くするとの報告がある。亜鉛欠乏のハ

イリスク集団は、亜鉛摂取不足となりやすい菜食主義者 4、高齢者 5、アルコー

ル常飲者 6、ならびに亜鉛要求量が高い乳幼児、妊産婦 7 と推定されている。実

際、ラテンアメリカ、アフリカ、アジアにおいて、6~65 ヵ月齢の子供の死亡率

の約 4.4%が亜鉛欠乏に起因するという報告がある 8。これらの地域では潜在的

に 5 歳未満の亜鉛欠乏のリスクが高い（Figure 1-1）9。  
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       Figure 1-1.  5 歳未満の子供における亜鉛欠乏のリスクの分布 
          （Black et al., 2008, Lancet）から引用 
 

上記のブラジル、インド、エジプト、南アフリカ、フィリピンなどの国々では

1990 年代から胎生期、幼若期の微量栄養素欠乏状態の問題と、肥満や生活習慣

病の増加の問題とが共存している 10-14。これらの問題は、胎児期・幼若期にお

いて亜鉛、鉄、ビタミン A などの微量栄養素欠乏の影響が子供たちに何らかの

負の刷り込みとして残り、近年の食生活の欧米化による微量栄養素の不足、高

カロリー食の過剰摂取、運動不足などのこれらの要因が引き金になって、生活

習慣病などの罹患率が上昇しているのではないかと考えられている 15-17。 

 David Barker 博士らは 1980 年代に英国で実施した疫学調査において、胎生期

の低栄養によって引き起こされる男子の出生時の低体重が、冠動脈心疾患のリ

スク増加と関連することを報告した 18-20。さらに、彼らは 1924~1944 年までに
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生まれたフィンランドのコホート集団について、出生時から 12~15 歳までの成

長記録と 1971 年からの疾患発症の追跡調査を行った。その結果、低体重で生ま

れた男児は冠動脈疾患による死亡の危険率が有意に高く 21、男女を含んだ場合

では 2 型糖尿病発症と出生時の低体重との間に有意な相関が認められた 22。以

上から、胎生期の低栄養による出生時の低体重は、生育後の生活習慣病発症に

関連することが示唆された。これらの研究成果は成人病胎児期発症説（Barker

仮説）として報告されている。 

今日、Barker 仮説を拡大させた概念として Developmental Origins of Health and 

Disease（DOHaD）説が提唱されている。これは、胎生期の低栄養状態のみなら

ず、胎児を取り巻くあらゆる環境が子の生育後の健康と状態を規定する起源に

なる 23 という概念である。また DOHaD 説で説明される影響は胎児のゲノムに

おける DNA メチル化、ヒストン修飾のようなエピゲノム変化によって引き起

こされ、その影響は世代を超えて継承される可能性がある 24。以下に、DOHaD

説を支持する疫学研究と実験研究に関する知見を記載する。 

様々な疫学調査研究によれば、出生時における低体重児は、成人になってか

ら生活習慣病のほか、骨粗鬆症 25、自発性甲状腺機能低下 26、統合失調症 27、

うつ病 28-31 などに罹患するリスクが増加することが示唆されている。他方、過

体重児では成人期でのがんの増加 32,33 が示唆されている。一方、動物実験研究
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において、母マウスの世話を十分に受けずに育った仔で GR 遺伝子プロモータ

ーの DNA メチル化が上昇し、ストレスに対して弱くなることが報告されてい

る 34。また、内分泌攪乱作用をもつビスフェノール A、あるいは内在性女性ホ

ルモンのエストラジオールを胎児期に曝露されたラットにおいて、加齢によっ

て PDE4D4 遺伝子の低メチル化が起こり、前立腺がんの前がん状態が認められ

ている 35。さらに、メチル水銀を周産期曝露されたマウスでは、神経細胞内の

BDNF 遺伝子のプロモーターにおいてヒストン H3 のアセチル化が減少し

DNA メチル化が亢進しており、不安様行動が増加したとの報告がある 36。こ

れらの報告は、Barker 仮説が提唱された根拠となった妊娠期低栄養により出生

した低体重児が成人期以降に生活習慣病への罹患リスクが高まるとの知見のみ

ではなく、環境化学物質曝露や胎生期の生育環境が成熟後の様々な疾患発症に

関連することを示唆している。 

上記の疫学的・実験的知見は、複数世代を超えて形質が伝達されるのではな

く、胎生期環境が第一世代の子において発現するというものであったが胎生期

の環境が原因で引き起こされる健康影響が世代を超えて継承されるという事例

も幾つか報告されている。スウェーデン人を対象とした疫学調査によれば、冠

動脈疾患ならびに 2 型糖尿病発症に両親あるいは祖父母の子供時代の栄養状態

が影響するという報告 37 がある。一方、実験動物を用いた研究において、妊娠
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期に低タンパク質食を与えられた母ラット（F0）から生まれた仔ラット（F1）

は成熟後に高血圧を示し、次世代（F2）においても成熟後の高血圧が認められ

たという報告がある 38。さらに、この実験系で F1、F2 において肝臓中 GR1 と

PPARα 遺伝子のプロモーター領域の DNA の低メチル化が認められている 39。

農薬のビンクロゾリンを胎生期に曝露された雄ラットでは、精原細胞のアポト

ーシスが増加し精子数が減少したが、この曝露影響は直接曝露を受けていない

第 4 世代まで残っていた 40。この後世代の精子の DNA メチル化を網羅的に解

析したところ、特定の遺伝子座でメチル化パターンが継承されていることが発

見された 40。以上の疫学的・実験的報告は、胎生期の生育環境が引き起こす子

へのエピゲノム変化による健康影響は、世代を超えて継承される可能性がある

ことを示唆しており、DOHaD 説を支持している事例である。 

これまでに実験動物を用いた研究において、胎生期・幼若期の低亜鉛環境が

成熟してからの個体の健康状態に影響を及ぼすDOHaD説との関連性を示唆す

る報告がある。例えば、周産期に低亜鉛状態で育ったラットで成熟後に高血圧

症状 41、学習記憶異常 42,43が確認されている。また胎生期に低亜鉛環境を経験

したマウス（Swiss Webster 系統）においては、血漿中 IgM 産生能の低下が世

代を超えて続くことが 3 世代まで調べられ報告されている 44。また、これらの

実験動物において、亜鉛の代謝の重要性を示す報告がある。すなわち胎生期低
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亜鉛環境を経験し、出生後に通常食により通常の亜鉛環境で生育したマウスで

は、重金属毒性軽減、亜鉛の恒常性維持に重要な役割を持つメタロチオネイン

タンパク質の誘導能が増強することが認められている 45。このことから、胎生

期の低亜鉛環境は成熟期での亜鉛代謝ならびに環境化学物質に対する感受性を

変化させる可能性がある。 

 

1.2. エピゲノム変化と遺伝子発現制御 

エピジェネティクスとは、塩基配列の変化を伴わない遺伝子発現制御機構で

あること、細胞世代を超えて遺伝子発現の記憶が継承されることという 2 つの

定義がある。エピジェネティクスは高等真核生物では胚発生・分化のためにな

くてはならない機構であり、これが破たんすると胎生致死になる。同時に成体

でも組織幹細胞や分化の制御のためになくてはならない機構であり、その異常

はがんの原因となり、その他の後天的疾患にも関与する可能性が強く示唆され

ている。エピジェネティクスの実体は DNA メチル化やヒストン修飾、クロマ

チンの高次構造の変化であり、これらが作り出す細胞内の状態をエピゲノムと

総称する。 

 ヒストンは長年、クロマチンを構成するための構造タンパクとして働いてい

ると見なされてきた。現在では、N 末端（ヒストンテール）の化学修飾パター
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ンがクロマチン構造を変化させ、遺伝子発現の制御を行っていることが分かっ

ている。 

ヒストンのアセチル化はヒストンアセチルトランスフェラーゼ（HAT）により

行なわれる。HAT はアミノ酸配列によりいくつかのファミリーに分類される。

その多くは HAT 以外のタンパク質と複合体を形成して活性を示す。また、転写

コアクチベーターの PCAF、CBP、p300 も HAT ファミリーとして知られている

46-48。転写活性化因子が DNA の標的配列に結合すると、転写コアクチベーター

がリクルートされ、周辺のヒストンがアセチル化される。これが引き金となっ

てクロマチンリモデリング因子がリクルートされ、これらの因子は ATP の加水

分解エネルギーを用いてヌクレオソーム構造を、DNA のヒストンへの巻きつき

が緩まったユークロマチン状態へ変化させる。そして、基本転写因子と RNA

ポリメラーゼによる転写が開始する（Figure 1-2）。 
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Figure1-2. エピゲノム変化と遺伝子調節機構  

 

ヒストンはアセチル化以外にもメチル化・リン酸化などの化学修飾を受け、

転写抑制・クロマチン凝縮に関与することが知られている。どのヒストンのア

ミノ酸残基が、どのような修飾を受けているかの組み合わせにより様々な細胞

機能が発揮されると考えられている。ヒストン、アミノ酸残基および修飾の種

類の三者の組み合わせが一種の暗号のようになっていることから、このような

考え方は「ヒストン暗号仮説」あるいは「ヒストン暗号モデル」と呼ばれる

（Figure 1-3）。 
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Figure 1-3. ヒストン暗号仮説。ヒストン暗号仮説はヒストンテールの修飾が機能的タンパ

ク結合部位に成り得るという仮説である。ヒストンの N 末端はアセチル化、メチル化、リ

ン酸化などのような修飾を受ける。 

ピンク色のマークは遺伝子活性化の修飾、水色のマークは遺伝子不活性化の修飾を示す。

ヒストン H3 セリン 10 のリン酸化は細胞分裂間期において遺伝子活性化、ヒストン H3 セ

リン 28 のリン酸化は細胞分裂 M 期における染色体分配と染色体凝縮、ヒストン H4 セリ

ン 1 のリン酸化は精子形成時のクロマチン圧縮や、DNA 損傷応答に関与するとされている。 

 

ヒストンはヒストンメチル化酵素（HMT）によってメチル化される。現在、

解明がもっとも進んでいるのはヒストン H3K9 のメチル化である。メチル化さ

れたヒストン H3K9 をヘテロクロマチンプロテイン 1（HP1）が認識して結合す

る。HP1 は DNA メチル化酵素やヒストン脱アセチル化酵素（HDAC）をリク

ルートする。また HP1 同士が集合化することで、ヌクレオソーム構造がクロマ

チンの凝集したヘテロクロマチン状態になり、遺伝子のサイレンシングを引き

起こす（Figure 1-2）。 

DNA がメチル化する部位は多くの真核生物では CpG ジヌクレオチドのシト

シンの 5 位炭素原子である。DNA をメチル化する酵素として、哺乳類では 5

種類の DNA メチル基転移酵素（DNMT）が単離同定されているが、そのうち
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メチル化酵素活性が認められているものは、DNMT 1、DNMT 3a、DNMT 3b の

3種類である。DNMT 1 はDNA合成期のメチル化の維持に関わっている。DNMT 

3a 及び DNMT 3b は de novo メチル化に関わっている 49。プロモーター領域に存

在する、転写因子が結合するモチーフがメチル化されると、Sp1 など一部の転

写因子を除くほとんどの転写因子は DNA に結合できなくなるため、転写は抑

制される 50。また、メチル化された DNA を特異的に認識して結合するタンパ

ク質として MBD1、MBD2、MBD3、MBD4 及び MeCP2 が知られている。これ

らはメチル化 CpG に結合し、HDAC や転写コリプレッサーの Sin3a と複合体を

形成することで、ヒストンの脱アセチル化を介して転写を抑制する。さらにヒ

ストン H3K9 のメチル化が引き金になり DNA メチル化酵素がリクルートされ、

DNA のメチル化が誘導されることも分かっている。 

このように、エピゲノム変化を担う DNA メチル化やヒストン修飾等の機構

は相互に協調して、遺伝子発現の制御を行っている。 

 

1.3. メタロチオネインの生理的役割 

メタロチオネイン（Metallothionein：MT）は、1957 年に Margoshes と Vallee

によってウマの腎皮質からカドミウム（Cd）結合タンパクとして分離精製され

た 51。哺乳類のみならず鳥類・爬虫類・両生類・無脊椎動物など、これまでに
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調べられた動物種全てに存在することが知られている。構造が類似したタンパ

ク質は、植物、真核微生物、原核生物に至る生物種に存在することが確認され

ている 52。哺乳動物では少なくとも MT1 と MT2 の 2 種の亜型が存在すること、

ヒトやマウスでは MT3 と MT4 を含めた 4 種の亜型が存在することが確認され

ている。これらの亜型はいずれも構成アミノ酸のうち 20 個をシステインが占め

53、しかも S-S 結合を 1 つも持たず、チロシンなどの芳香族アミノ酸やヒスチ

ジンを含まない、熱や酸に安定な低分子量タンパク質（分子量：約 7000）であ

る 54,55。MT1 及び 2 は重金属類を結合することにより無毒化することで重金属

毒性軽減作用を示す 56-60。さらに、重金属蓄積 61,62、Zn や Cu の代謝調節、こ

れらの金属の他のタンパク質への供給 63-65、抗酸化・抗炎症作用 66-68、細胞増

殖・分化 69、など様々な生理的役割を果たしている。また、MT1/2 ノックアウ

トマウスにおいて DMBA による皮膚がんの増悪化 70,71、あるいは BBN による

膀胱がん 72 の増悪化が認められることや、高脂肪食を与えられた MT1/2 ノック

アウトマウスが体内の白色脂肪が増加することで肥満になる 73という報告もあ

り、MT と疾患との関連が注目されている。 

 

1.4. メタロチオネイン誘導と転写調節機構 

MT1 及び 2 の生合成は、様々な要因によって誘導される。Cd、Zn、Hg、Au、
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Ag、Bi は MT1/2 を誘導し、かつ生体内で MT1/2 と結合する 74。金属以外でも、

グルココルチコイド 75,76、サイトカイン 77,78、ビタミン 79、発がん促進剤 80、エ

ンドトキシン 81、アルキル化剤 82、農薬 83 など様々な物質に加え、拘束ストレ

ス 84 や放射線照射 85 などによっても MT1/2 の誘導が起こる。 

MT1/2 はほとんどの組織で発現が認められ、その遺伝子発現は転写レベルで

制御されている。金属による MT1/2 転写を担う転写因子は metal responsive 

element binding transcription factor 1（MTF1）である。MTF1 は MT1/2 プロモー

ター領域の金属応答配列（MRE：metal responsive element）に結合し、MT1/2 の

転写活性化を行うと考えられている 86
。MRE の他にも、antioxidant responsive 

element（ARE）が存在し、抗酸化酵素や異物代謝酵素の遺伝子誘導の転写因子

と知られている Nrf1 や Nrf2 が ARE に結合し MT1 を転写活性化する 87。また、

グルココルチコイドレセプターが結合する GRE88、STAT 転写因子群が結合する

IL-6RE89 があり、このような MT1 プロモーターにおける多種多様のシスエレメ

ントの存在は、様々な要因によって誘導される MT の性質を反映しているとい

える。 

これまでに金属曝露時の MTF1 による MT1 の転写調節機構が詳細に検討さ

れている。MTF1 のタンパク質の構造として最も特徴的な点は典型的な C2H2

タイプの Zn フィンガーモチーフを連続して 6 個有することである。また、Zn
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フィンガーの C 末側には酸性アミノ酸領域、プロリンが豊富な領域ならびにセ

リン・スレオニンが豊富な領域の 3 つの転写活性化ドメインがある 90（Figure 

1-4）。 

Figure 1-4 MTF1 のドメイン構造 

MTF1 は Zn 依存的に細胞質から核内へと移行し、MT 遺伝子プロモーターの

MRE に結合することで転写活性化を促進するとされている。近年、MTF1 が

HAT の 1 種である p300、基本転写因子である Sp1 を MT1 プロモーターの MRE

へリクルートし、転写活性化することが報告されている 91。重金属による MT

の転写誘導には MTF1 は必須であることは、MTF1 ノックアウト細胞では重金

属による MT の誘導が認められないという実験によって証明されている 92。し

かし、in vitro 実験においては、MTF1 は Zn 依存的に MRE に結合するが、Cd、

Cu、Hg のような他の MT 誘導金属では MRE への結合を誘導できないことが示

されている 93-95。様々な重金属を曝露した際に MTF1 を介してどのように MT

遺伝子の発現調節がなされるかのメカニズムは未だ解明されていない。現在最

も支持されている仮説は、すべての重金属類のシグナルは Zn のシグナルに変
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換されるという“Zn シグナル説”である 96。これは、Cd などの重金属が細胞

内のタンパクに結合している Zn と置換され、その結果増加した遊離 Zn 濃度を

MTF1 が感知するという考えである。しかし、MT 遺伝子の転写活性化を引き

起こす Cd 濃度が 10 µM 程度であるのに対し、Zn では 100 µM 以上の濃度を必

要とするため、化学量論的には説明しにくいという問題がある。しかし近年、

As が MTF1 の C 末端側のシステインクラスターに結合することで、MT1 の転

写活性化を調節する 97という報告があり、重金属が直接的に MTF1 の転写活性

化に関与する可能性も示唆されている。今後、重金属曝露時の MT 遺伝子転写

調節の詳細な分子メカニズムの解明が期待される（Figure 1-5）。 
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Figure 1-5. MTF1 を介した MT1/2 遺伝子の転写活性化モデル 

 亜鉛、重金属のシグナルによって MT1/2 遺伝子プロモーターの MRE へ MTF1 が結合し

MT の誘導が起きる。MTF1 は亜鉛センサーであり、重金属からのシグナルが細胞内の遊

離亜鉛濃度を上昇させ、亜鉛シグナルへと変換されることで MTF1 が活性化されると考え

らえているが詳細は明らかではない。 
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1.5. 本研究の目的 

以上から、私は、胎生期や幼若期の低亜鉛環境がエピゲノム変化を誘発し、

成人後の疾患発症や健康状態を決定づけるという仮説を立て、これを実証する

ことを博士論文のテーマとして行うことにした。 

そこで本研究では、重金属毒性軽減、亜鉛の恒常性維持などに重要な役割を

担っているメタロチオネイン遺伝子に焦点を当て、胎生期低亜鉛環境が実際に

仔へのエピゲノムを変化させるのかマウスを用いて解析を行った。 

上記を証明するために以下に示す 3 つの動物実験を行った。 

1）胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢仔マウスにおけるエピゲノム解析 

胎生期低亜鉛環境によって成熟後の仔マウスでエピゲノム変化が引き起こされ

るかを検討する。 

2）胎生期低亜鉛環境で育った出生直後の仔マウスにおけるエピゲノム解析 

上記 1）の実験で捉えられたエピゲノム変化がいつ引き起こされるかを解析す

る。 

3）成獣マウスを用いた低亜鉛負荷が引き起こすエピゲノム解析 

上記 1）2）の胎生期低亜鉛実験と比較することで、低亜鉛環境によるエピゲノ

ム変化が胎生期特異的に引き起こされるかを検討する。
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第 2 章 方法 

 

2.1. 動物 

 C57BL/6J マウスは日本クレア（CLEA Japan, Inc. Tokyo, Japan）から購入した。

固形飼料（ラボ MR ストック）（NOSAN, Yokohama, Japan）及び水は自由飲水

させ、明暗周期 12 時間、室温 23°C の環境で飼育した。 

 

2.2. 細胞株 

 マウス肝がん細胞株のHepa1c1c7はAmerican Type Culture Collectionから購入

した。培養用培地は、10% FBS（Invitrogen, Carlsbad, CA）、100 U/mL Penicillin/ 

0.01% Streptomycin（Invitrogen）、0.01% Sodium Pyruvate（Invitrogen）、0.03% 

L-glutamine（Invitrogen）、55 µM 2-mercaptethanol（Invitrogen）を含む DMEM

（Invitrogen）を使用した。細胞は 37°C、5% CO2 の条件下で培養し、対数増殖

期に PBS で洗浄し、0.5% Trypsin-EDTA （Invitrogen）で継代した。 
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2.3. 胎生期低亜鉛実験（生後 5 週齢）  

妊娠 C57BL/6J マウスを 2 群に分け、先行報告の Beach らの実験（胎生期低

亜鉛食（Zn 5ppm）を妊娠 7 日目から分娩時まで与えられた母マウスから生ま

れた仔マウスにおいて、免疫機能低下 44 および MT タンパクの誘導能増強 45 が

認められる）をモデルとして、妊娠 8 日目から分娩時まで低亜鉛食（Zn 5 ppm）

（CLEA Japan）及び 対照食（Zn 35 ppm）（CLEA Japan）を自由摂取させた。

低亜鉛食と対照食の組成を Table 2-1A~C に示す。 
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出生後、産仔数を 1 腹あたり 6 匹に揃え、分娩ならびに離乳以降、両群とも

通常固形飼料（ラボ MR ストック）で飼育した。その後、5 週齢の雄仔マウス

に Cd 5.0 mg/kg（CdCl2 2.5H2O （Wako, Osaka, Japan）で調製）を単回経口投与

した。投与後 6 時間で肝臓を採取し、肝臓中 Zn, Cd 蓄積量、遺伝子発現量、タ

ンパク発現量、DNA メチル化、ヒストン修飾ならびに転写因子結合量の解析を

行った。以下に実験のスケジュールを示す。 
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2.4. 胎生期低亜鉛実験（生後 1 日齢） 

妊娠 C57BL/6J マウスを 2 群に分け、妊娠 8 日目から分娩時まで低亜鉛食（Zn 

5 ppm）及び 対照食（Zn 35 ppm）を自由摂取させた。生後 1 日目の雄性マウス

の肝臓を採取し、遺伝子発現量、DNA メチル化、ヒストン修飾解析を行った。

以下に実験のスケジュールを示す。 
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2.5. 成獣マウス低亜鉛実験 

 10 週齢雄 C57BL/6J マウスを 2 群に分け、12 日間低亜鉛食（Zn 5 ppm）及び 対

照食（Zn 35 ppm）を自由摂取させた。低亜鉛食を 12 日間与えた時点で数匹の

肝臓を採取し、遺伝子発現量、DNA メチル化、ヒストン修飾解析を行った。残

りのマウスは 12 日間の低亜鉛食摂取後、1 ヶ月間通常食で飼育し Cd 5.0 mg/kg

を単回経口投与した。投与後 6 時間において肝臓を採取し遺伝子発現量解析を

行った。以下に実験のスケジュールを示す。 

 

 

2.6. Hepa1c1c7 を用いた Cd 曝露による遺伝子発現量測定 

 6 well プレートに 4.4×105 個/well で細胞を撒いた。培養液に Cd を 5.0 µM で

添加し、0、1、3、6、12、24 時間後にトータル RNA を回収して、定量 RT-PCR

で遺伝子発現解析を行った。 
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2.7. 肝臓中金属含有量測定 

 下記に従って肝臓を湿式灰化後、Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer

（ICP-MS）（Agilent Technologies）を用いて測定した。 

試験管に肝臓 0.1 g を秤量し、硝酸（Wako）を 1.0 mL 加えテフロンボールを

のせ、1 晩静置した。その後、試験管をホットプレートに移し下記のように徐々

に温度を上げて加熱した。 

80°C 1 時間 → 90°C 1 時間 → 100°C 1 時間 → 110°C 1 時間 

さらに 120～130°C で硝酸が少し残留するまで加熱後、特級水で 5.0 mL までメ

スアップし、さらに特級水で 100 倍希釈し、Minisart SRP 15（Sartorius Stedim 

Biotech, Goettingen, Germany）を用いて濾過後 ICP-MS で Zn、Cd 濃度を測定し

た。 

 

2.8. DNA 抽出 

 マウス肝臓から ISOGEN（Wako）を用いて DNA を抽出した。抽出後、フェ

ノール/クロロホルム抽出法を用いて DNA を精製した。 
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2.9. RNA 抽出 

 マウス肝臓および Hepa1c1c7 から RNeasy® Mini Kit（Qiagen, Hilden, Germany）

を用いて Total RNA を抽出した。 

 

2.10. レポータージーンコンストラクトの作成 

 DNA 100 ng を鋳型として Kpn I および Xho I 制限酵素サイトを含むプライマ

ーを用い、LA taq（TaKaRa Bio, Otsu, Japan）によってマウス MT2 遺伝子プロモ

ーター領域を以下の条件下でサーマルサイクラー（GeneAmp® PCR System9700, 

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を用いて増幅した。 

増幅した PCR 産物を pGEM-T Easy Vector（Promega, Madison, WI, USA）にサ

ブクローニングした。サブクローニングした pGEM-T Easy Vector を Kpn I（New 

England BioLabs Inc. Ipswich, MA, USA）ならびに Xho I（TOYOBO, Osaka, Japan）
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で制限酵素処理後、アガロース電気泳動で分離し、MT2 プロモーターを含む断

片を Gel Extraction Kit（Qiagen）を用いてゲルから切り出し精製した。精製し

た断片を、pGL4.0 Luciferase Reporter Vector（Promega）にサブクローニングし

MT2 プロモーターレポーターコンストラクトを作成した。次に上記の MT2 プ

ロモーターレポーターpGL4 プラスミドを鋳型とし、種々のデリーションコン

ストラクト用プライマーを用い、KOD -Plus-（TOYOBO）によるインバース PCR

法で以下の条件下でプラスミド全周を増幅した。 

増幅後、残った鋳型は Dpn I（New England BioLabs Inc）を用いて分解し、PCR

産物は T4 Polynucleotide Kinase（TaKaRa Bio）を用いて 5’末端をリン酸化した。

リン酸化した PCR 産物を Ligation convenience Kit（Wako）でセルフライゲーシ

ョン後、大腸菌 DH5α（TOYOBO）にトランスフォーメーションさせ、サブク

ローニングすることでデリーションコンストラクトを作成した。作成に使用し

たプライマー配列は Table 2-2 に示す。 
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2.11. デュアルレポーターアッセイを用いた MT2 プロモーターの転写調節機能

の解析 

 48 well プレートに細胞を 4.4×105 個/well で撒き、種々のレポーターコンスト

ラクトと phRL-TK ベクター（Promega）を Lipofectamine2000（Invitrogen）によ

り細胞にコトランスフェクションした。トランスフェクション 24 時間後、培地

を取り除き、Cd 0、5.0、10.0 µM で 24 時間曝露を行った。曝露後、細胞を回収

し Dual-Luciferase® Reporter Assay System（Promega）を用いてデュアルレポータ

ーアッセイを行った。 
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2.12. 定量 RT-PCR 法を用いた遺伝子発現量解析 

 PrimeScript RT reagent Kit（Perfect Real Time）（TaKaRa Bio）のプロトコルに

従って、Total RNA 500 ng を cDNA に逆転写し、TE で 4 倍希釈した。Light Cycler 

Capillary（Roche Molecular Biochemicals, Mannhein, Germany）1 本あたり、サン

プル溶液 4.0 µL、SYBR Premix Ex Taq（Perfect Real Time）（TaKaRa Bio）10.0 µL、

PCR Forward and Reverse Primers（5 µM each）0.8 µL、dH2O 5.2 µL 合計 20.0 µL

の反応液を調整し、LightCycler® （Roche Molecular Biochemicals）で以下の条件

下でリアルタイム RT-PCR を行った。 

あるいは、1 well あたり、サンプル溶液 2.0 µL、LightCycler®480 SYBR Green I 

Master（Roche Molecular Biochemicals） 5.0 µL、PCR Forward and Reverse Primers 

（ 5 µM each） 0.4 µL、 dH2O 2.6 µL 合計 10.0 µL の反応液を調整し

LightCycler®480 で以下の条件で測定した。 
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リアルタイム RT-PCR の解析によるコピー数算定は、当研究室の定法 98に従っ

て実施した。使用したプライマー配列を Table 2-3 に示す。 

 

2.13. Bisulfite Sequencing 法による DNA メチル化解析 

 Bisulfite 法の原理を以下に示す。一本鎖 DNA を重亜炭酸ナトリウム（sodium 

bisulfite）で処理すると、非メチル化シトシンではシトシン環の 6 位にスルホン

酸が付き、さらに 4 位の脱アミノ化が起こる。続くアルカリ処理による加水分

解でスルホン酸を除去してウラシルに変換する（Figure 2-1）。5-メチルシトシ

ンはバイサルファイトへの反応性がきわめて低いのでそのまま残る。この DNA

を鋳型として調べたい領域を PCR で増幅後、クローニングして配列を決定する

と、5-メチルシトシンはシトシンとして、非メチル化シトシンはチミンとして

増幅するので、メチル化状態を知ることができる（Figure 2-2）。 
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Figure 2-1. バイサルファイト処理によるシトシンのウラシルへの変換 

（エピジェネティクス実験プロトコール 羊土社 より改変） 

 

Figure 2-2. シークエンシングによるメチル化状態の比較 

（エピジェネティクス実験プロトコール 羊土社 より改変） 

 

次に Bisulfite Sequencing 法の手順を以下に示す。DNA 1.0 µg を用いて、既報の

プロトコルに準じて行った 99。Not I（TOYOBO）処理により DNA を断片化し、

水酸化ナトリウム （Wako）によって DNA を一本鎖にした。Sodium metabisulfite

（Sigma, St Louis, MO, USA）でスルホン化させ、Wizard DNA Clean-Up system
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（Promega）を用いて遊離の亜硫酸水素を除去した。水酸化ナトリウムによる

加水分解によって脱アミノ化させ、Ammonium acetate（Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan）によるアルカリによって脱スルホン化させ、非メチル化シトシンをウラ

シルに変換した。Bisulfite 処理をした DNA は Nested PCR 法で増幅させた。以

下に PCR 条件、増幅した領域を Figure 2-3、使用したプライマー配列を Table2-4

に示す。 

 

 

Figure 2-3. Bisulfite Sequencing で解析した MT2 の遺伝子領域 

それぞれの Region における Nested PCR のプライマー配列は Table 2-4 を参照。 



32 
 

 

増幅させた DNA は PCR Purification Kit（Qiagen）を用いて精製し、pGEM-T Easy 

Vector（Promega）にサブクローニングした。複数のコロニーをピックアップし

て、M13-forward、M13-reverse プライマーを用いて PCR により得た産物を Big 

Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用いてシークエ

ンス反応を行い、3730 DNA Analyzer （Applied Biosystems）で解析した。 
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2.14. Methylation sensitive 制限酵素を用いた DNA メチル化解析 

精製した DNA 0.1 ~ 1.0 µg を用いて、Bam HI（New England BioLabs Inc）処理

後、Methylation sensitive 制限酵素 Aci I（New England BioLabs Inc）処理を行っ

た。Aci I の認識配列とプライマー増幅領域については Figure 2-4 に示した。Aci 

I 処理、未処理 DNA サンプルそれぞれを MT2 プロモーターの -877 ~ -688 の領

域に対し、LightCycler®を用いて定量 PCR を行った。以下に PCR 条件、使用し

たプライマーを Table 2-5 に示す。 
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Figure 2-4. メチル化感受性酵素 Aci Ιの認識配列および解析した MT2 の遺伝子領域 

 

2.15. ChIP qPCR 

 既報のプロトコル 100,101 を参考にして、Chromatin Immunoprecipitation（ChIP）

Assy Kit（Upstate, Temecula, CA）のプロトコルを一部改変して行った。採取し

た肝臓を細分化し、1% Formaldehyde で固定した。その後 2.5M Glycine（Nacalai 

Tesque）を加え固定反応を停止し、ダウンスホモジナイザー（Wheaton, Millville, 

NJ）でホモジナイズし PBS で洗浄した。SDS Lysis Buffer（1% SDS（Nacalai 

Tesque）、 10 mM EDTA（Nacalai Tesque）、5 mM Tris-HCl（Nacalai Tesque））で
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組織を溶解し、BIORUPTOR UCD-250HSA（Cosmo Bio, Tokyo, Japan）を用いて

出力 250W で ON：30 sec－OFF：105 sec を 20-24 cycle 繰り返して超音波破砕を

行った。DNA が 100~1000 bp に断片化されていることをアガロースゲル電気泳

動で確認した。30-75 µL Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA（MilliPore, Billerica, 

MA, USA）をサンプルに加え、1 時間 4°C で回転撹拌し、Protein A Agarose/Salmon 

Sperm DNA に非特異的に吸着する物質の除去を行った。ChIP Dilution Buffer 

（0.01% SDS、1.1% Triton X-100（Nacalai Tesque）、1.2 mM EDTA、16.6 mM 

Tris-HCl、0.167 M NaCl（Nacalai Tesque））で 4 倍希釈し、サンプルに抗体を加

え、4°C で一晩回転撹拌した。使用した抗体については Table 2-6 に示した。 

 

抗体反応後、Protein A Agarose/Salmon Sperm DNA を加え、1 時間 4°C で回転撹

拌し、Low Salt Immune Complex Wash Buffer（0.1% SDS、1% Triton X-100、2 mM 

EDTA、20 mM Tris-HCl、0.15 M NaCl）、High Salt Immune Complex Wash Buffer 
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（0.1% SDS、1% Triton X-100、20 mM Tris-HCl、0.5 M NaCl）、LiCl Immune 

Complex Wash Buffer（1% IGEPAL-CA630（Wako）、1 mM EDTA、10 mM Tris-HCl, 

0.25 M LiCl（Wako）、1% Deoxycholic acid（Wako））1 回ずつ、TE 2 回の計 5 回

洗浄し、elution buffer（1% SDS、0.1 M NaHCO3（Wako）、10 mM DTT（Sigma））

で溶出した。5 M NaCl によって脱クロスリンク反応を行い、RNaseA（Sigma）

によって RNA を分解、Proteinase K（Nacalai Tesque）によってタンパク質を分

解させ、PCR Purification Kit（Qiagen）で DNA を精製した。ChIP-DNA の定量

化は以下の条件下で定量 PCR（LightCycler® または LightCycler®480）により行

った。 

[LightCycler® PCR 反応条件]       [LightCycler®480 PCR 反応条件] 

 

PCR をかけた領域を Figure 2-5、使用したプライマーについては Table 2-7 に示

した。抗体を加えていないサンプルを Input サンプルとし、脱クロスリンク反

応から同様に処理を行った。 
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Figure 2-5.  ChIP qPCR で解析した MT2 の遺伝子領域 

それぞれの Region における PCR のプライマー配列は Table 2-7 を参照。 

 

2.16. ウエスタンブロット法を用いたタンパク発現量解析 

 マウス肝臓から CellLyticTM NuCLEARTM Extraction Kit（Sigma）のプロトコル

に従い、核タンパクと細胞質タンパクを抽出した。それぞれのタンパク溶液の

容量の 1/2 量の SDS Sample Buffer（62.5 mM Tris-HCl、10% Glycerol、2% SDS、

0.5% 2-mercaptethanol（Nacalai Tesque）、pH6.8）を加え、95°C で 5 分間加熱処

理し変性させた。タンパク試料は 10% SDS-Polyacrylamide ゲルにて定電流（30 

mA）で 50 分電気泳動し、タンパク質を分離させた。電気泳動後の

SDS-Polyacrylamide ゲルは 25 mM Tris、192 mM Glycine、20% Methanol（Wako）
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溶液を含む転写溶液の中で Immobilon-P Transfer membrane（MilliPore）に対し定

電圧（50 V）で 2 時間転写した。転写後、メンブレンは MTF1 と β-actin 検出

用には Blocking One（Nacalai Tesque）、LaminB 検出用には 5% BSA（Sigma）溶

液により室温で 1 時間処理しブロッキングを行った。1 次抗体は MTF1 と β-actin 

は Blocking One、LaminB は 5% BSA 溶液で種々の濃度に希釈（MTF1 1:10000, 

LaminB 1:1000, β-actin 1:4000）し、上記メンブレンと 4℃で一晩抗体反応を行っ

た。標的タンパクの検出には、MTF1 と β-actin 検出用には Blocking One、LaminB

検出用には 5% BSA 溶液で 5000 倍に希釈した 2 次抗体と室温で 1 時間抗体反

応させ、Chemi-Lumi One（Nacalai Tesque）により化学発光させることで行った。

Table 2-8 に使用した 1 次抗体、2 次抗体の組み合わせを示す。 

 

2.17. 統計解析 

 全てのデータは平均値±標準誤差で表示し、有意水準 P<0.05 のとき、統計学

的な有意差があるとした。統計解析は SPSS Ver. 15.0 J（SPSS Inc.）を用いた。 
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第 3 章 結果 

3.1. 胎生期低亜鉛環境で生育した仔マウスの体重および亜鉛、カドミウム蓄積

量 

妊娠マウスに低亜鉛食（Zn 5 ppm）および対照食（Zn 35 ppm）を妊娠 8 日目

から分娩時まで摂取させ、母マウス摂餌量、出生後の仔マウスの体重および肝

臓中の亜鉛、カドミウム蓄積量を測定した。 

母マウスの摂餌量は低亜鉛食群と対照食群との間に有意な差は認められなか

った（Figure 3-1）。また、両群の母マウスから生まれた仔マウスを通常食で 5

週齢まで飼育した場合、1 日齢、27 日齢、5 週齢のいずれの時点においても両

群の間で体重に有意な差は認められなかった（Table 3-1）。 5 週齢において、

肝臓重量に胎生期低亜鉛食群と対照食群との間に有意な差は認められなかった

（Table 3-2）。肝臓中亜鉛蓄積量を ICP-MS で測定したところ、胎生期低亜鉛食

群と対照食群との間に差は認められなかった。さらに、Cd 5.0 mg/kg 単回経口

投与 6 時間後におけるカドミウム蓄積量も ICP-MS で測定したが、胎生期低亜

鉛食群と対照食群との間で有意な差は認められなかった（Table 3-3）。以上の結

果から、5 週齢において肝臓中の亜鉛レベルは両群間で変化がないことが確認

でき、またカドミウム投与後の肝臓中カドミウム動態にも胎生期低亜鉛環境に

よる影響はないことが示唆された。 
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Figure 3-1. 母マウスにおける対照食と低亜鉛食の母マウス摂餌量の経時変化 

 妊娠 C57BL/6J マウスに妊娠 8 日目から分娩時まで低亜鉛食（Zn 5 ppm）ならびに対照

食（Zn 35 ppm）を自由摂取させた時の母マウスの摂餌量変化を測定した（対照食群 n=5、

低亜鉛食群 n=7、mean ± SEM）。 

 

 

Table 3-1 胎生期低亜鉛食による仔マウスの体重変化 

妊娠 8 日目から分娩時まで低亜鉛食（Zn 5 ppm）ならびに対照食（Zn 35 ppm）を自由摂取

させた母マウスから生まれた仔マウスの体重変化を測定した（mean ± SEM）。 

 

 

Table 3-2 胎生期低亜鉛食による 5 週齢雄マウスの肝臓重量 

妊娠 8 日目から分娩時まで低亜鉛食（Zn 5 ppm）ならびに対照食（Zn 35 ppm）を自由摂取

させた母マウスから生まれた 5 週齢仔マウスの肝臓重量を測定した（mean ± SEM）。 
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Table 3-3 胎生期低亜鉛食による 5 週齢雄マウス肝臓中の亜鉛、カドミウム蓄積量 

胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウスに Cd 5.0 mg/kg を単回経口投与し、投与 6 時間

後の肝臓中亜鉛、カドミウム蓄積量を測定した（mean ± SEM）。 

 
 
  



42 
 

3.2. 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウス肝臓中の MT1、MT2、MTF1 遺

伝子発現量 

 上記 3.1.で示した、胎生期低亜鉛環境で飼育した 5 週齢雄マウスにカドミウ

ム曝露した時の肝臓中 MT1、MT2、MTF1 mRNA 発現量を定量 RT-PCR で測定

した（Figure 3-2）。カドミウム曝露による MT1 mRNA 発現量は、胎生期低亜鉛

食群において対照食群に比べて増加傾向にあったが有意な差は認められなかっ

た（Figure 3-2A）。一方、MT2 mRNA 発現量は胎生期低亜鉛食群のほうが対照

食群に比べ統計的有意に誘導レベルが高いことがわかった（Figure 3-2B）。MT

の主要な転写因子であるMTF1 mRNA発現量には胎生期低亜鉛食による変化は

認められなかった（Figure 3-2C）。 

前述 3.1.のように、この時点における肝臓中亜鉛、カドミウム蓄積量は胎生

期低亜鉛環境による変化は認められなかったことから（Table 3-3）、胎生期低亜

鉛環境で育ったマウスへのカドミウム曝露による MT2 遺伝子の発現上昇は肝

臓中亜鉛及びカドミウム蓄積量の違いによるものではないと考えられる。 

胎生期対照食で育ったカドミウム非曝露群と、胎生期対照食で育ったカドミ

ウム曝露群間においてカドミウム曝露による mRNA 誘導が MT1 では有意に上

昇したが、MT2 では若干の上昇傾向はあるものの有意な差は認められなかった

（Figure 3-1A、B）。このことから、カドミウム曝露による転写レベルでの誘導
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率は MT1 に比べて MT2 の方が遅いのではないかと考えられる。一方、胎生期

低亜鉛食では、カドミウム曝露による MT2 の誘導率は対照食群と比べて速かっ

た（Figure 3-1B）。したがって、胎生期低亜鉛食群では何らかの原因で MT2 

mRNA が誘導され易く状態になっているために、カドミウムによる誘導が対照

食群に比べ、より早い時間で引き起こされたと考えられる。MT1 と MT2 はタ

ンパクとしての機能は同じであるが、今回は胎生期低亜鉛食群においてカドミ

ウムによる誘導率の増強がより顕著であった MT2 に焦点を当てエピゲノム解

析を行うことにした。 

 

 

  



44 
 

 
 

Figure 3-2. 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウスへのカドミウム曝露による MT1、

MT2、MTF1 mRNA の発現量変化 

 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウスに Cd 5.0 mg/kg を単回経口投与し、投与 6 時

間後の肝臓中（A）MT1、（B）MT2、（C）MTF1 mRNA 発現量を測定した。有意差検定は

two-way ANOVA 実行後、Bonferroni’s test で行った（Control diet-0hr: n=5、Control diet-6hr: n=6、

Low-Zn diet-0hr: n=9、Low-Zn diet-6hr: n=11、mean ± SEM、*P<0.05）。 
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3.3. 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウス肝臓中 MT2 プロモーターの

DNA メチル化変化 

上記 3.2.で示した結果より、胎生期低亜鉛環境で育ったマウスへのカドミウ

ム曝露による MT2 遺伝子の発現上昇は、肝臓中亜鉛及びカドミウム蓄積量の違

いによるものではなく、遺伝子転写調節機構自体の異常によるものと考えられ

た。そこで、仔マウスの MT2 遺伝子におけるエピゲノムに変化が生じているこ

とを想定し、最初に MT2 遺伝子プロモーターの DNA メチル化解析を行った

（Figure 3-3）。 

胎生期低亜鉛環境で育った5週齢雄マウス肝臓におけるMT2遺伝子プロモー

ターの DNA メチル化変化をバイサルファイトシークエンス法で解析したとこ

ろ、MTF1 が結合する MRE を含む領域においては、胎生期低亜鉛食群ならびに

対照食群ともにメチル化されている CpG はほとんど観察されなかった。しかし、

上流 -800bp 近傍の 3 か所の CpG でメチル化が検出できた。特に、-821bp の CpG

のメチル化が胎生期低亜鉛食群（12.1%）で、対照食群（2.5%）に比べて増加

していた（Figure 3-3A、赤矢印）。このバイサルファイトシークエンス法による

解析でメチル化変化が認められた-821bp の CpG は、Methylation sensitive 制限

酵素 Aci Ιの制限酵素サイトに含まれているため、Aci Ιを用いた定量 PCR 法で

の検証解析を行ったところ、胎生期低亜鉛食群と対照食群との間で統計学的有
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意差が確認でき、Figure 3-3A を支持する結果となった（Figure 3-3B）。 

以上の結果から、胎生期低亜鉛環境を経験したマウスでは MT2 プロモーター

の-821bp の CpG メチル化が上昇することが示唆された。 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

 

 

 

Figure 3-3. 胎生期低亜鉛環境による 5 週齢雄マウス肝臓の MT2 プロモーターの 

DNA メチル化への影響 

 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウスの DNA メチル化を解析した。（A）Bisulfite 

sequencing 法を用いた解析（○非メチル化 CpG、●メチル化 CpG）。（B）-821bp の CpG を

含む領域に対するメチル化感受性制限酵素 Aci Ιを用いた定量 PCR による解析。有意差検

定は Student’s t-test で行った（Control diet: n=5、Low-Zn diet: n=9、mean ± SEM、*P<0.05）。 
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3.4. マウス肝がん細胞株 Hepa1c1c7 を用いた MT2 プロモーターの機能解析 

 これまでに、マウス MT2 プロモーターが遺伝子転写活性化に及ぼす機能的解

析のデータはほとんど無いことから、マウス肝がん細胞株 Hepa1c1c7 を用いて

レポータージーンアッセイによる MT2 プロモーターの機能解析を行った

（Figure 3-4）。 

  Hepa1c1c7 において、カドミウム曝露による MT2 遺伝子発現の誘導を調べた

ところ、Cd 5.0 µM 曝露後 3 時間以降で MT2 mRNA の有意な発現増加が認めら

れた（Figure 3-4A）。次に MT2 遺伝子転写開始点上流-2166bp を pGL4 レポータ

ープラスミドに組み込んだコンストラクトを基本構造として、MT2 プロモータ

ーの 4 つの MRE 配列を 1 つずつ除いた 6 種のデリーションコンストラクトを

作成（Figure 3-4B）してトランスフェクションを行い、カドミウム曝露後のル

シフェラーゼ活性を測定した。その結果、TATA Box 配列近傍の MRE 配列以外

の-397~ -65bp の領域にある 3 つの MRE が MT2 遺伝子転写誘導活性化に最も関

与することが示された（Figure 3-4C）。 
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Figure 3-4. Hepa1c1c7 を用いた MT2 プロモーターの機能解析 

（A）Hepa1c1c7 に Cd 5.0 µM を曝露し 0、3、6、12、24 時間後の MT2 mRNA 発現量を測

定した。有意差検定は one-way ANOVA 実行後、Bonferroni’s test を行った（n=3、mean±SE、

*P<0.05 vs 0 hr）。（B）MT2 プロモーターのデリーションコンストラクト。（C）（B）のコ

ンストラクトを用いて Cd 5.0、10.0 µM 曝露 24 時間後の転写活性を測定した。有意差検定

は各コンストラクトについて one-way ANOVA 実行後、Bonferroni’s test を行った（n=3、mean 

± SEM、*P<0.05 vs intact）。 
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3.5. 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウス肝臓における MT2 プロモータ

ーのヒストン修飾変化 

 上記 3.2.で示した結果から、胎生期低亜鉛環境によって MT2 プロモーターの

-821bp の CpG のメチル化が上昇することが示された。次に胎生期低亜鉛環境で

育った 5 週齢雄マウスの肝臓中 MT2 プロモーターの MRE 配列を含む領域を中

心に、カドミウム曝露前ならびにカドミウム曝露 6 時間後のヒストン修飾を

ChIP qPCR 法により解析した（Figure 3-5）。  

（1）ヒストン H3 アセチル化（AcH3）のレベルについて： カドミウム曝

露前において Region 2 の胎生期低亜鉛群で統計学的に有意に高く、Region 1 に

おいても同様に、高アセチル化傾向が認められた。カドミウム曝露後において

は、胎生期低亜鉛食群の方が対照食群に比べて、ヒストン H3 アセチル化レベ

ルは全ての領域で有意に高かった（Figure 3-5A）。 

（2）ヒストン H4 アセチル化（AcH4）レベルについて： カドミウム曝露

前において Region 1 の胎生期低亜鉛群で有意に高く、Region 2 においても同様

の傾向が認められた。カドミウム曝露後においては、AcH3 と同様にすべての

領域で有意な増加が認められた（Figure 3-5B）。 

（3）ヒストン H3 リジン 9 アセチル化（AcH3K9）レベルについて： カド

ミウム曝露前の胎生期低亜鉛食群で Region 1 でのみ増加傾向を示した。カドミ
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ウム曝露後の胎生期低亜鉛食群ではRegion 1 とRegion 2で有意な増加が認めら

れた（Figure 3-5C）。 

 （4）ヒストン H3 リジン 14 アセチル化（AcH3K14）レベルについて： カ

ドミウム曝露前の胎生期低亜鉛食群において Region 2 で有意な増加がみられ、

Region 1 においても同様の増加傾向が認められた。カドミウム曝露後の胎生期

低亜鉛食群ではすべての Region で有意な増加が認められた。また、Region 1 と

Region 3 の胎生期低亜鉛食群において、カドミウム曝露前に比べてカドミウム

曝露後の有意な増加がみられた（Figure 3-5D）。 

 （5）ヒストン H3 リジン 4 トリメチル化（H3K4me3）レベルについて： カ

ドミウム曝露前の胎生期低亜鉛食群において、Region 1 と Region 2 で増加傾向

が認められた。カドミウム曝露後の胎生期低亜鉛食群において、Region 2 で有

意な増加が認められた。そして、Region 2 の胎生期低亜鉛食群において、カド

ミウム曝露前に比べカドミウム曝露後の有意な増加が認められた（Figure 3-5E）。 

上記（1）から（5）の結果から、今回解析したヒストン修飾変化パターンか

ら、胎生期低亜鉛環境によって MT2 プロモーターのクロマチン構造は、いわゆ

るヒストン修飾仮説から考察すると、遺伝子転写活性化状態で見られるオープ

ンクロマチン構造に近いことが示唆された。 
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Figure 3-5. 胎生期低亜鉛環境による 5 週齢雄マウス肝臓中 MT2 プロモーターのヒストン

修飾の変化 

胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウスに Cd 5.0 mg/kg を単回経口投与し、投与 6 時

間後の肝臓中 MT2 プロモーターのヒストン修飾を解析した。（A）ヒストン H3 アセチル化、

（B）ヒストン H4 アセチル化、（C）ヒストン H3 リジン 9 アセチル化、（D）ヒストン H3

リジン 14 アセチル化、（E）ヒストン H3 リジン 4 トリメチル化を示す。有意差検定は各

Region について two-way ANOVA 実行後、Bonferroni’s test で行った（n=8、mean ± SEM、

*P<0.05）。 
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3.6. 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウス肝臓における MT2 プロモータ

ーの転写因子結合量変化 

 上記 3.5.で示した結果より、今回解析した MT2 プロモーターの MRE を含む

領域においては、胎生期低亜鉛環境により遺伝子転写活性化状態を示す比較的

オープンクロマチン構造になっていることが示唆された。これまでに in vivo で

カドミウム曝露時の MT2 プロモーターへの MTF1 の結合量変化を検討した報

告はない。そこで同領域における転写因子 MTF1 の結合量を ChIP qPCR 法で解

析した（Figure 3-6）。 

 胎生期低亜鉛食群、対照食群ともに今回の検討対象の三つの Region におい

て、カドミウム曝露 1 時間後で MTF1 の MT2 プロモーターへの結合量が増加

し、6 時間後では曝露前のレベルに戻ることが示された（Figure 3-6）。カドミウ

ム曝露後 6 時間において、Region 2 と Region 3 の胎生期低亜鉛食群での MT2

プロモーターへの MTF1 結合量が、対照食群に比べて有意に増加していた

（Figure 3-6B、C）。カドミウム曝露後 1 時間では Region 2 で、胎生期低亜鉛食

群の MTF1 結合量が対照食群に比べて増加傾向が認められた（Figure 3-6B）。一

方、Region 1 ではカドミウム曝露後のどの時点においても、MTF1 結合量は両

群間で有意な差は認められなかった（Figure 3-6A）。これらのことから、胎生期

低亜鉛食群ではカドミウム曝露後の MT2 プロモーターへの MTF1 の結合時間
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が長くなり、この変化が MT2 遺伝子発現量を増加させていると考えられる。 

Figure 3-6. 胎生期低亜鉛環境による 5 週齢雄マウス肝臓中 MT2 プロモーターの MTF1

結合量の変化 

胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウスに Cd 5.0 mg/kg を単回経口投与し、投与後 0、

1、6 時間の肝臓中 MT2 プロモーターの転写因子結合量を解析した。（A）Region 1、（B）

Region 2、（C）Region 3 を示す。有意差検定は各測定時間において Student’s t-test で行った 

（n=6、mean ± SEM、*P<0.05）。 
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3.7. 胎生期低亜鉛環境で育った 5週齢雄マウス肝臓中の MTF1タンパク質レベ

ル 

 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウス肝臓中の MTF1 タンパク質の量を、

核分画と細胞質分画を用いてウエスタンブロットで検討した。両分画において

胎生期低亜鉛環境による変化は認められなかった（Figure 3-7）。この結果より、

Figure 3-5 で確認されたカドミウム曝露後の胎生期低亜鉛環境食群における

MT2 プロモーターへの MTF1 結合量および結合時間の増加は、肝臓中 MTF1 タ

ンパクの発現量の違いによるものではないことが示唆された。 

 
Figure 3-7. 胎生期低亜鉛環境による 5 週齢雄マウス肝臓中 MTF1 タンパク発現量変化 

 胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢雄マウスに Cd 5.0 mg/kg を単回経口投与し、投与 6 時

間後の肝臓中 MTF1 タンパク発現量を解析した。（A）核分画、（B）細胞質分画を示す。バ

ンドの定量はデンシトメーターで行った（CZ; control diet、LZ; low-zinc diet、n=5、mean ± 

SEM）。 
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3.8. 胎生期低亜鉛環境で育った生後 1 日齢雄マウス肝臓中 MT1、MT2、MTF1

遺伝子発現量および MT2 プロモーターにおけるエピゲノム修飾変化 

 5 週齢の雄マウスで観察された胎生期低亜鉛環境によるエピゲノム変化の時

期を特定することを目的として、胎生期低亜鉛環境で育った 1 日齢の雄マウス

の肝臓を採取し、mRNA 発現レベルとヒストン修飾解析を行った。 

MT1、MT2、MTF1 mRNA の発現量は、胎生期低亜鉛食群と対照食群との間で

有意な変化はなかった（Figure 3-8）。5 週齢で DNA メチル化に変化があった

MT2 プロモーター -821bp の CpG のメチル化も両群で有意な差は認められなか

った（Figure 3-9）。 

次に MT2 プロモーターのヒストン修飾変化を検討したところ、AcH3 レベル

は胎生期低亜鉛食群の Region 1 と Region 2 において有意な上昇が認められ、

Region 3 では有意な減少が認められた（Figure 3-10A）。AcH4 と AcH3K9 レベ

ルは胎生期低亜鉛群のRegion 1でのみ増加傾向が認められた（Figure 3-10B、C）。

H3K4me3 レベルは胎生期低亜鉛食群において Region 2 と Region 3 で増加傾向

が認められた（Figure 3-10D）。  

以上から、1 日齢で DNA メチル化は胎生期低亜鉛群で変化は認められなかっ

たが、ヒストン H3 アセチル化のレベルが 1 日齢の時点から胎生期低亜鉛食群

で亢進していることが示唆された。 
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Figure 3-8. 胎生期低亜鉛環境による 1 日齢雄マウス肝臓中 MT1、MT2、MTF1 mRNA 発

現変化 

 胎生期低亜鉛環境で育った 1 日齢雄マウスの（A）MT1、（B）MT2、（C）MTF1 mRNA

発現量を解析した（n=6、mean ± SEM）。 

 

Figure 3-9. 胎生期低亜鉛環境による 1 日齢雄マウス肝臓中 MT2 プロモーター -821bp の

CpG メチル化の変化 

胎生期低亜鉛環境で育った 1 日齢雄マウスの肝臓中 MT2 プロモーターの-821bp の CpG

を含む領域に対するメチル化感受性制限酵素 Aci Ι を用いた定量 PCR による解析（n=6、

mean ± SEM）。 
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Figure 3-10. 胎生期低亜鉛環境による 1日齢雄マウス肝臓中MT2プロモーターにおけるヒ

ストン修飾変化 

胎生期低亜鉛環境で育った1日齢雄マウスの肝臓中MT2プロモーターのヒストン修飾を

検討した。（A）ヒストン H3 アセチル化、（B）ヒストン H4 アセチル化、（C）ヒストン H3

リジン 9アセチル化、（D）ヒストンH3リジン 4トリメチル化を示す。有意差検定は各Region

について Student’s t-test で行った（n=6、mean ± SEM、*P<0.05）。 
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3.9. 成獣雄マウスの低亜鉛食負荷による MT1、MT2、MTF1 遺伝子発現および

MT2 プロモーターにおけるエピゲノム変化 

 低亜鉛環境によるエピゲノム変化が胎生期特有の現象であるかどうかを検証

するために、成獣雄マウスに低亜鉛食を 12 日間摂取させ、低亜鉛環境が MT2

遺伝子のエピゲノムに及ぼす影響を検討した。 

まず、成獣雄マウスに Zn 5 ppm の低亜鉛食を 12 日間自由摂取させた。マウス

から肝臓を摘出し、MT1、MT2、MTF1 mRNA 発現量と、MT2 プロモーター 

-821bp の DNA メチル化を測定した。 

MT1、MT2、MTF1 mRNA 発現量について、低亜鉛食負荷による変化は認めら

れなかった（Figure 3-11）。また、MT2 プロモーター -821bp の CpG メチル化に

ついても低亜鉛食による変化は認められなかった（Figure 3-12）。一方、MT2

プロモーターのヒストン修飾については、AcH3 と AcH4 レベルが低亜鉛負荷

によって Region 1 で増加傾向が認められたが有意な差ではなかった（Figure 

3-13A、B）。その他の AcH3K9、AcH3K14、H3K4me3 レベルについては、低亜

鉛負荷による変化は認められなかった (Figure 3-13C、D、E)。 

以上の結果から、本研究における低亜鉛環境によるエピゲノム変化は胎生期に

おいて顕著であることが示された。 
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Figure 3-11. 12 日間低亜鉛食負荷による成獣雄マウス肝臓中 MT1、MT2、MTF1 mRNA 発

現変化 

 低亜鉛食（Zn 5 ppm）ならびに対照食（Zn 35 ppm）を 10 週齢雄マウスに 12 日間自由摂

取させた直後の（A）MT1、（B）MT2、（C）MTF1 mRNA 発現量を解析した（n=3、mean ± 

SEM）。 

 

 

 

Figure 3-12. 12 日間低亜鉛食負荷による成獣雄マウス肝臓中 MT2 プロモーター -821bp の

CpG メチル化の変化 

低亜鉛食（Zn 5 ppm）ならびに対照食（Zn 35 ppm）を 10 週齢雄マウスに 12 日間自由摂

取させた直後の MT2 プロモーターの-821bp の CpG を含む領域に対するメチル化感受性制

限酵素 Aci Ιを用いた定量 PCR による解析（n=3、mean ± SEM）。 
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Figure 3-13. 12 日間低亜鉛食負荷による成獣雄マウス肝臓中 MT2 プロモーターのヒスト

ン修飾の変化 

低亜鉛食（Zn 5 ppm）ならびに対照食（Zn 35 ppm）を 10 週齢雄マウスに 12 日間自由摂

取させた直後の MT2 プロモーターのヒストン修飾を測定した。（A）ヒストン H3 アセチル

化、（B）ヒストン H4 アセチル化、（C）ヒストン H3 リジン 9 アセチル化、（D）ヒストン

H3リジン 14アセチル化、（E）ヒストンH3リジン 4トリメチル化を示す（n=3、mean ± SEM）。 
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3.10. 成獣雄マウスにおける低亜鉛食負荷後、通常食飼育 1 ヶ月後におけるカ

ドミウム曝露時の MT1、MT2、MTF1 遺伝子発現への影響 

 成獣雄マウスに低亜鉛負荷を 12 日間行った後、1 ヶ月間通常食で飼育後に

Cd 5.0 mg/kg 単回経口投与し、6 時間後の MT1、MT2、MTF1 mRNA 発現量を

測定した。低亜鉛負荷による MT1、MT2 mRNA 発現量は、カドミウム曝露に

関わらず有意な差は認められなかった（Figure 3-14A、B）。MTF1 mRNA はカ

ドミウム曝露に関わらず、低亜鉛食負荷により発現量が有意に減少した（Figure 

3-14C）。 

これらの結果から、低亜鉛環境を経験した成獣マウスの亜鉛レベルを回復さ

せた状態において、過去の低亜鉛環境の影響は MT 遺伝子の誘導を変化させる

ことはないことがわかった。 
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Figure 3-14. 12 日間低亜鉛食負荷後に 1 ヶ月間通常食飼育後の成獣雄マウスにおけるカド

ミウム曝露による MT1、MT2、MTF1 mRNA 発現変化 

低亜鉛食（Zn 5 ppm）ならびに対照食（Zn 35 ppm）を 10 週齢雄マウスに 12 日間自由摂

取させ、通常食で 1 ヶ月飼育後 Cd 5.0 mg/kg を単回経口投与し、投与 6 時間後の（A）MT1、

（B）MT2、（C）MTF1 mRNA を測定した。有意差検定は two-way ANOVA 実行後、Bonferroni’s 

test で行った（n=3、mean ± SEM、*P<0.05）。 
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第 4 章 考察 

 

4.1. 胎生期低亜鉛環境によるヒストン修飾変化はエピジェネティックメモリ

ーとして残り成熟後の MT2 遺伝子誘導増強に関与する 

 必須微量元素欠乏の代表例として、亜鉛欠乏に伴う健康影響が世界的に問題

となっており、発展途上国においては、6~65 ヵ月齢の子供の死亡率の約 4.4%

が亜鉛欠乏に起因すると算出されている 8。また、胎生期に低亜鉛環境におか

れた実験動物では、成熟後に、高血圧 41、学習記憶機能異常 42,43など様々な病

態が観察されること、あるいは、免疫機能低下 44、DNA 損傷 102、亜鉛による

MT 誘導増強 45 などの生理的な変化が引き起こされることが報告されている。

しかしこれらの発症メカニズムを個体レベルでエピジェネティックな視点から

研究した事例はなかった。そこで、胎生期低亜鉛環境が仔へのエピゲノム変化

を引き起こし、それが成長後まで維持されるという仮説を設定し、MT 遺伝子

に焦点を当てて解析した。 

本研究において、胎生期に低亜鉛環境で育ったマウスは、成熟後にカドミウ

ムに曝露すると MT2 遺伝子発現誘導性が増強することが判明した。この現象は、

既報での胎生期低亜鉛環境による亜鉛投与時の MT 発現量増強 45 の報告を再現

する結果と思われる。また、胎生期低亜鉛環境のいかんにかかわらず、この時
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の肝臓中亜鉛・カドミウム蓄積量には有意な差異は認められなかったことから、

前述の MT2 遺伝子発現量増強は、遺伝子発現調節機構に何らかの異常が生じた 

ことによる可能性が示唆された。 この背景にあるメカニズムとして、エピゲノ

ム変化の可能性を考え、MT2 プロモーターの DNA メチル化とヒストン修飾の

解析を行った。 

その結果、MT2 プロモーターの-821bp の CpG メチル化が胎生期低亜鉛食群で

上昇していることがわかった。この領域周辺には MRE が無く、レポータージ

ーンアッセイでもこの DNA 領域の存在はカドミウムによる転写誘導性に影響

を及ぼさなかったため、少なくとも重金属曝露による MT2 誘導性には関与して

いないと考えられる。この-821bp CpG の高メチル化変化が如何なる生理的意味

を持つかは定かでないが、MT2 遺伝子の転写を制御する他のシグナルに関与す

る可能性を考慮して、さらなるプロモーター機能的解析を行う必要があると考

えられる。 

一方、胎生期低亜鉛環境で育ったマウス肝臓の MT-2 プロモーターの MRE を

含む領域において、ヒストン修飾に変化が認められた。いわゆるヒストン修飾

仮説から考えると、このヒストン修飾変化のパターンは、解析対象のプロモー

ター領域がカドミウムによる誘導に関わらず、既にオープンクロマチン構造に

なっていることを示している。特にヒストン H3 アセチル化は胎生期低亜鉛食
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群で既に 1 日齢の時点で亢進していたことから、胎生期低亜鉛環境によるヒス

トン修飾変化は出生初期には成立していることがうかがえる。このエピジェネ

ティクメモリーは成熟後まで残り、成熟後の MT2 遺伝子誘導能の増強に関与す

るのだろう。 

これまでに、胎生期低タンパク質状態で育った成熟ラットが高血圧を発症し、

肝臓の GR や PPARα 遺伝子の DNA メチル化が低下する 38,39 ことや、子宮胎盤

循環虚血法によって胎生期低栄養状態で育った成熟ラットが 2 型糖尿病症状を

示し、ランゲルハンス島において Pdx1 遺伝子の DNA メチル化が上昇し、ヒス

トン H3、H4 のアセチル化が低下する 103,104 ことが報告されている。このよう

に、胎生期低栄養状態が仔のエピゲノム変化を介して成熟した後に疾患発症に

関与するという DOHaD 概念を支持する知見がある。しかし、これらの報告は

特定の栄養素に注目した報告ではなかった。また、これまでに必須微量元素に

注目し DOHaD の視点からエピゲノム解析は行われていない。本論文での知見

は、胎生期における微量元素栄養環境がエピゲノム変化引き起こし、成熟後の

生理現象に影響することを初めて明らかにしたものである。   

それでは、胎生期低亜鉛環境による成熟後の MT2 遺伝子誘導の増強は個体に

おいてどのような生物学的意義をもつのであろうか。これまでに胎生期低亜鉛

環境において、MT1/2 ノックアウトマウスでは胎仔奇形発生率が野生型マウス
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より有意に高くなることが報告されている 105。 一方、MT1 過剰発現マウスで

はその胎仔奇形が抑制されることも報告されている 106。また MT1/2 ノックア

ウトマウスは成熟してからの低亜鉛負荷による腎臓中ボーマン嚢肥大が野生型

に比べて増悪化するという研究もある 107。MT1/2 は亜鉛含有酵素への亜鉛供給

など、細胞中亜鉛恒常性維持に重要な役目を担っていること 63-65 からも、MT1/2

は低亜鉛環境から生体を守る防御因子として重要であると考えられる。本研究

で得られた結果から、胎生期低亜鉛環境で育ったマウスは胎生期に経験した低

亜鉛環境をエピゲノムとして記憶し、成熟後の将来の低亜鉛環境に対して MT

誘導能を増強することで適応しているのかもしれない。この考えは、Barker 仮

説において低栄養環境で生まれた子供が肥満体質になることを説明する上で用

いられる倹約遺伝子仮説 108、すなわち、胎生期に低栄養環境を経験した成人は、

少ないエネルギーを有効に利用できるように形質転換され、出生後の将来の飢

餓状態に適応するだろうという仮説にも通じると思われる。 

 

4.2. 胎生期低亜鉛食群ではカドミウム曝露後の MT2 プロモーターへの MTF1

結合時間が延長する 

本研究では、胎生期低亜鉛環境で育った 5 週齢マウスにおいて、カドミウム

曝露時の MTF1 結合時間が長くなることにより、MT2 遺伝子誘導増強を引き起
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こすことが示唆された。これらの結果は、上記 4.1.で述べたように、胎生期低

亜鉛食群で MT2 プロモーターは比較的オープンクロマチン状態になっている

ので、MTF1 が MT2 プロモーターにアクセスし易くなったためと考えられる。

さらに、胎生期低亜鉛食群では MTF1 が MT2 プロモーターにより長く留まっ

ている分、遺伝子転写がより長く行われ、累積の MT2 mRNA 量が定量 RT-PCR

測定時点で対照食群より有意に高くなったと考えられる。 

MTF1 結合時間延長の他の理由として、カドミウム曝露後の MTF1 の通常の

分解速度が抑制されることで、MTF1 がプロモーター上に存在し続けているこ

とが考えられる。タンパク合成阻害剤であるシクロヘキシミドを遺伝子誘導性

の化学物質とともに投与すると、その遺伝子転写産物である mRNA レベルが数

十倍になる現象を超誘導（Superinduction）という。超誘導が認められる代表的

な遺伝子として、ダイオキシン受容体の AhR を介した CYP1A1 遺伝子調節系

109 と、MTF1 を介した MT1 遺伝子調節系 110 がある。この現象を引き起こすメ

カニズムの説明として、非常に不安定な転写抑制因子（labile repressor）の存在

が想定されている 110,111。この因子は遺伝子誘導後の転写因子の分解を促進する

ことによって、一旦上昇した遺伝子誘導レベルを下げると考えられている。そ

のため、シクロヘキシミド存在下では、labile repressor の合成が阻害され、転写

抑制が外れた状態となり、超誘導が引き起こされると考えられている 110,111。本
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研究の 3.6.の結果では、胎生期低亜鉛食群において、なんらかの理由で labile 

repressor の働きが抑制されることで MTF1 の分解が阻害されている可能性があ

る。今回発見したヒストン修飾の変化はこの仮想のタンパク性因子の探索に有

効な現象なのかもしれない。 

 

4.3. 胎生期低亜鉛環境によるヒストン修飾変化はどのようなメカニズムで起

きるのか？ 

本研究から、胎生期低亜鉛環境で育った仔マウスにおいて、MT2 プロモー

ターのヒストン H3 アセチル化が出産直後に上昇することが示された。したが

ってこのヒストンH3アセチル化変化は胎生期に引き起こされると考えられる。 

それでは、胎生期低亜鉛環境による MT2 のヒストン H3 のアセチル化はどのよ

うなメカニズムによって引き起こされるのであろうか。既報において、胎生期

低亜鉛環境では胎仔のMT発現は通常よりも低下している 112ことが示されてい

る。この変化は、胎仔の亜鉛レベルが低下するために、MTF1 を介した MT の

転写が抑制されるために引き起こされると考えられる。しかし、このような遺

伝子転写の抑制された状態が引き金となり、HAT によってヒストンアセチル化

が促進、もしくは HDAC の機能が低下し相対的にヒストンアセチル化が増加す

るような報告はこれまでにない。本研究においては、胎生期低亜鉛環境によっ
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て引き起こされる二次的な要因が HAT や HDAC の働きを攪乱していることが

考えられる。今後、胎生期の肝臓を使った初代培養系の in vitro 試験で、HAT

や HDAC 阻害剤、遺伝子導入や遺伝子ノックダウンの手法を用い、これらの詳

細な分子メカニズムを解明する必要があるだろう。 

 一方、胎生期低亜鉛食群におけるヒストン H3 アセチル化以外のヒストン修

飾変化は、出生後の通常食に切り替えた時点以降に引き起こされると考えられ

る。前述の通り、胎生期低亜鉛環境を経験したマウスでは、出生時にすでにヒ

ストン H3 アセチル化亢進により MT2 プロモーターはオープンクロマチン状態

になっている。そこに、通常食摂取による亜鉛シグナルが入って来ることが引

き金となり、転写因子の MTF1 とともに、p300 などのヒストン修飾酵素群が

MT2 プロモーターへとアクセスし易くなることで、胎生期低亜鉛食群における

その他のヒストン修飾変化が引き起こされることが考えられる。つまり、胎生

期低亜鉛食群における出生直後の仔マウスの MT2 プロモーターは、外的シグナ

ルによるヒストン修飾変化をより受けやすい状態にある可能性がある。これら

を検証するためには、MT2 プロモーターにおけるヒストン修飾パターン、MTF1、

p300 などの結合量変化について、通常食に切り替えた以降に時間を追って詳細

に検討する必要があるだろう。 
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4.4.胎生期の低亜鉛環境負荷はエピゲノム変化に対して高感受性である 

 低亜鉛環境によるエピゲノム変化が成熟後でも引き起こされるかを確認する

ために、成獣雄マウスに低亜鉛食負荷を行い MT2 のエピゲノム変化を検討した。

ヒストンH3およびH4のアセチル化は若干の増加傾向を示したものの有意な差

は認められなかったことから、胎生期の方が低亜鉛環境に対するエピゲノム変

化に対する感受性が高いことが明らかとなった。 

DOHaD のような胎生期環境によるエピゲノム変化を介した生後の疾患発症

以外に、成熟後の環境因子によるエピゲノム変化が引き起こす疾患発症の可能

性が考えられている。これまでによく知られている例はがんである。大腸がん

におけるエストロゲンレセプター遺伝子の DNA メチル化の亢進 113や、ピロリ

菌感染による胃がんにおける、p16 などの複数のがん抑制遺伝子の DNA メチル

化亢進 114,115 などである。これらの発がん誘発はいずれも慢性炎症による DNA

メチル化異常と関連が深いと考えられている 116,117。その他にも、長期高脂肪食

負荷により 2型糖尿病を発症させたマウスにおけるPPARγ遺伝子プロモーター

の低メチル化 118、コカイン 1 週間反復投与後マウスにおける脳の側坐核の PPIc

遺伝子プロモーターの高メチル化ならびに fosB 遺伝子プロモーターの低メチ

ル化 119 など、成熟後の栄養状態、化学物質曝露のような様々な環境要因により

エピゲノム変化が起こることが示唆されている。本研究において、成獣マウス
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に対する低亜鉛食負荷を胎児期実験と同じ期間で行ったが MT2 遺伝子のエピ

ゲノム変化は検出されなかった。もっとも、さらに長期間慢性的に低亜鉛食負

荷を与えた場合は、エピゲノム変化が誘発されるかもしれない。 

 

4.5. 結論 

本研究から、胎生期に低亜鉛環境で育ち、出産後に通常食で育った仔が成熟

後にカドミウムに曝露すると MT2 の誘導が増強することが明らかとなり、この

メカニズムとして、MT2 プロモーターでのエピゲノム変化、特にヒストンのア

セチル化が亢進し、それがエピジェネティックメモリーとして成熟後まで残る

ことによる可能性が明らかとなった（Figure 4）。これまでに低タンパク質食な

どの栄養環境が胎生期においてエピゲノム変化を引き起こすことが示されてい

るが、本研究において、胎生期における微量元素環境も仔へのエピゲノム変化

を引き起こすことが初めて明らかとなった。本研究で得られた知見は、DOHaD

仮説を胎生期微量元素の作用という観点から支持するものであり、疾患の予防

と健康の増進にとって、胎児期環境の重要性を示す証拠のひとつとなると考え

る。 
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Figure 4. 本研究で得られた胎生期低亜鉛環境による MT2 遺伝子のエピゲノム変化のまと

め  
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4.6. 今後の課題 

 本研究において、胎生期低亜鉛環境による仔における MT2 遺伝子のエピゲノ

ム変化を捉えることができた。しかし、以下に示すように、今後検討していか

なければならない課題がある。 

第一に、本実験系における母マウスおよび仔マウスにおける亜鉛の体内動態

についての検討である。Beachらのグループが行った胎生期低亜鉛実験系（Swiss 

Webster マウスを妊娠 7 日目から分娩時まで Zn 5ppm の低亜鉛食で飼育）では、

母マウスの血漿中亜鉛濃度の減少と摂餌量減少、生後 1 日目で仔マウス肝臓中

亜鉛蓄積量の低下が引き起こされている 44,45。本実験系はこれとほぼ同じ条件

ではあるが、母マウスの摂餌量減少は認められなかった。これはマウスの系統

が C57BL/6J であることや、低亜鉛食の組成が異なっていることが原因と考え

られる。先行報告の胎生期、新生児期低亜鉛食実験では仔における臓器中亜鉛

蓄積量は必ずしも低下するという報告ばかりではなく、臓器によっては変化が

認められない場合 120,121 やむしろ亜鉛蓄積量が増加する 122 という報告もある。

このことからも、異なる実験条件ごとの母仔における亜鉛体内動態の評価は重

要である。また、胎生期低亜鉛環境によるエピゲノム変化を引き起こすメカニ

ズムを考える上でも、胎生期における母仔それぞれにおける亜鉛の動態を把握

しておくことは有用であると考えられる。 



75 
 

第二に、胎生期低亜鉛環境によるエピゲノム変化と疾患との関連性について

の解明である。本研究では、胎生期低亜鉛環境が引き起こす仔でのエピゲノム

変化を介した MT2 の誘導能の増強が認められた。MT1/2 と疾患の関わりにつ

いては、MT1/2 ノックアウトマウスで DMBA による皮膚がんが増悪化すると

いう発がん 71 との関連性や、高脂肪食負荷により MT1/2 ノックアウトマウスに

おいて白色脂肪量が増加し肥満になるという報告 73 がある。このように、MT1/2

は疾患の増悪化に対して防御的に働くことから、本研究における胎生期低亜鉛

環境によって MT2 の誘導能が増強した個体は、成熟後の外的因子によって引き

起こされる疾患に関して耐性を持っているのかもしれない。今後は、発がん、

生活習慣病、学習記憶行動への影響などの、病態の評価系を用いた胎生期低亜

鉛環境と疾患の関連性を解明し、これらの病態に関与する遺伝子群についても、

本研究における MT2 で認められたようなエピゲノム変化が引き起こされるの

かを解明する必要がある。 
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